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論文内容要旨
 1.目的
 網膜中心動脈閉塞症に代表される網膜の虚血性疾患は治療にもかかわらず多くの場合視力予後
 が不良で有効な治療法が求められている。
 動物実験の結果,アデノシン三リン酸(以下,ATP)を網膜虚血眼の硝子体中に投与すると
 虚血障害の抑制が示されている。しかし,その実験で用いられたATPは網膜中よりきわめて高
 濃度であり毒性が予想されること,眼内での早い減少が予想されることから,リボソームに含有
 して投与することを考えた。
 ATP含有リボソームの調製に際しては,これまでに知られている虚血時の網膜中のATP消費
 を補うことができるようなATP含有リボソームを調製することを目的とした。すなわち,ラッ
 トの90分間網膜虚血モデルにおいては網膜中のATPが正常値の20%にまで減少(約5nmolの
 減少に相当)するので,その消費分を補いうるリボソームの調製を目的とした。
 2.方法
 (1)リボソーム調製法
 脂質はホスファチジルコリンとコレステロールを用いた。水相はATPをトリス緩衝生理塩水
 に溶解して用いた。脂質溶液から溶媒のクロロホルムを蒸発させた後,水相を加え超音波処理を
 行なった。このリボソーム分散液は脂質濃度を10～50mM,ATP濃度を100～500mMの間で変
 化させ,それらの組み合わせにより数種類のリボソームを調製した。これらのリボソームをゲル
 濾過し,測定に用いた。なお,ATPが高濃度でリボソームが凝集した場合は,透析を行い凝集
 しない状態を確認してからゲル濾過を行った。
 (2)測定項目
 ゲル濾過後のリボソームを以下の項目について分析した。(1)ノマルスキ一型微分干渉顕微鏡
 による粒径測定(2)いくつかのゲル濾過前脂質・ATP濃度の組み合わせとゲル濾過後ATP濃
 度の関係(3)保持効率(ゲル濾過前ATP量に対する実際にリポ'ノームに取り込まれたATP量
 の割合)とentrapmen七ratio(ゲル濾過後リボソームの脂質重量に対するATP重量の比)につ
 いて14)ATPの徐放性について。
 3.測定および計算方法
 ゲル濾過後リボソーム分散液のATP濃度(mM)はルミネッセンスリーダーを用いてリポソー・
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 ム破壊後のATP質量を測定して求めた。ゲル濾過後の脂質濃度は,サンプルに対して総脂質抽
 出法を行った後,リン脂質を含む分画に対してリン定量を行って求めた。徐放性は以下の式によっ
 て求めた。
 (0時間でのA×α)一48または90時間でのA
 (0時間でのA×α)
 上式においてAは[リボソーム内のATP量/リボソーム分散液量]を表わす。αはATP残
 余率で48,90時間でそれぞれ0.70,0.51である。
 4.結果
 (1)粒径について
 直径の平均値±標準偏差が2.1±0、7μmであった。
 〔2)リボソーム分散液のATP濃度について
 今回調べた範囲ではゲル濾過前の脂質・ATP濃度がそれぞれ20mM,300mMのときゲル濾
 過後リボソーム分散液のATP濃度が最高値LOmMをとった。
 〔3)保持効率とentrapmentratioについて
 今回調べた範囲では保持効率は約4%であった。また,ゲル濾過前の脂質・ATP濃度がそれ
 ぞれ20mM,500mMのときentrapmentratioが最高値88%をとった。
 (4)徐放性について
 コレステロールの割合を4～7%としたものについて調べた。各リボソームともに90時間で
 20～46%,平均約33%の放出が認められた。ここで調べたりボソームの中で,(2)で調べたりボ
 ソーム分散液のATP濃度より大きな値を示したものがあり,その最高値は3.02mMであった。
 5.考察
 今回の実験のリボソーム分散液でATP濃度が最高となった3.02mMのものをラット眼内に投
 与すると考えた場合,投与可能な容積はせいぜい5μ1である。よって投与可能な総ATP量は最
 高でも15nmolである。これは全網膜中に含まれるATP量の約2,5倍に相当する。しかしこの
 量のATPが供給されても網膜巾でATPが消費され続けると思われるので一卜分量であるかどう
 かは不明である。また徐放能については90分間で約0.7%つまり約inmdが放出された。これ
 は目標とした5nmo1を下回っている。しかし`ηo乞ooではZπo∠乙roよりも放出速度が増加する
 ので1ηθゑθoでは目的とする徐放速度が得られる可能性がある。
 今後はATPの網膜に対する毒性の評価や眼内投与に伴う感染症の防止などぬ画θoの実験を
 行ない,ATP含有リボソームの臨床1,ζ用にむけて研究を進める必要がある。
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 審査結果の要旨
 中枢神経系における虚血性疾患の発症メカニズムや神経細胞に対する障害のメカニズムは近年
 様々に研究されている。中枢神経系の一部として発生してくる網膜の循環障害による虚血網膜に
 おける病態を知ることは視覚を保持する上で非常に重要である。
 今までラットを用いた網膜虚血モデルで網膜中にはアンモニア濃度が上昇し,グルタミナーゼ
 活性が低下し,この変化は虚血時間と相関することが明らかにされている。これら虚血状態にお
 いてその細胞機能を保持するためにはATPが重要であることが明らかにされている。本研究は
 これらの虚血状態の網膜にATPをいかに供給するか,という将来の新しい治療法とも成りうる
 問題についてATPの硝子体内投与をリポゾームを利用することによって試みたものである。
 超音波処理でアデノシン三リン酸(ATP)含有リポゾームを調整し,その膜の調整法と形態,
 ATP濃度,ATPの保持効率,徐放量等を調べた。この研究によりゲル濾過後リポゾーム分散液
 のATP濃度の最高値はLOmMでその時のゲル濾過前脂質濃度は20nM,ゲル濾過前ATP濃度
 は300mMであった。濾過後,脂質重量に対するATP重量比は最高値で88%でかつ,ゲル濾過
 後に含有されたATP量は(保持効率)4%であったという。また,コレステロールの含有率を
 全脂質量の4～7%にするとinvitroで90時間に20～46%のATPが放出されたという。これ
 らのATP含有リポゾームの諸性質をさらに検討を進めると虚血時の眼球硝子体内にこれを投与
 することによりATPを虚血網膜に供給するための有効な手段となりうる可能性を示している。
 虚血性眼疾患は様々な薬剤を経血管的に供給することが不可能なため硝子体腔を利用した方法
 が考えられつつあるが,本研究はその一つの具体的な方法を示したもので,博士論文として意義
 がある。
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